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【要旨】　潰瘍性大腸炎（UC）20例を対象として大腸粘膜におけるvasoactive　intestinal　peptide　receptor
subtype　1（VIPR1）の局在と発現について免疫組織化学的検討を行った．　VIPR1陽性細胞は，健常対照群で
はみられなかったが，活動期UCでは粘膜固有層内の血管内や血管周囲で炎症細胞浸潤の目立つ粘膜間質に
多数認められ，緩解期UCでは粘膜固有層内にわずかに散見された．　UC大腸粘膜で発現していたVIPR1
陽性細胞は主としてマクロファージであった．VIPR1陽性細胞は緩解期に比べ活動期で有意に増加し，罹患
範囲が広く，組織学的活動度がsevere　activeで増加していたが，いずれも有意差はなかった．以上より，
VIPR1はUCの病態形成や増悪の一因として大腸粘膜における免疫応答に重要な役割を果たしていることが
示唆された．
はじめに
　潰瘍性大腸炎（UC）は，再燃と緩解を繰り返す
原因不明の慢性炎症性腸疾患で，病変部大腸粘膜に
リンパ球，好中球およびマクロファージなどの免疫
担当細胞の著明な浸潤がみられることからその病因
および病態に腸管の免疫学的機序の関与が考えられ
ている．また，ストレスなどの精神神経的要因が
UCの発症や増悪に影響を及ぼすことから神経内分
泌系と腸管局所免疫との関連性が示唆され1），その
共通のメディエーターとしてニューロペプチドが注
目されている．なかでもvasoactive　intestinal
peptide（VIP）は消化管に多く分布しUCとの関連
性が報告されている2～5）．VIPはレセプターを介し
て細胞内にシグナルを伝達し，その作用を発揮する
が，そのレセプターについての報告は少ない．そこ
で，筆者らはUC大腸粘膜におけるVIPの作用機
序およびUCの病態への関連を明かにするため，
VIP　receptor　subtype　1（VIPR1）の局在および発現
を免疫組織化学的に検討した．
対象と方法
　当科で診断されたUC患者20例（年齢は21歳か
ら63歳，平均年齢35．5歳）の大腸内視鏡検査時に
病変部より得られた生検組織20検体を対象とした．
対照として，大腸ポリープ患者10例（年齢は33歳
から64歳，平均年齢45．8歳）の健常部大腸生検：組
織10検体を用いた．
　採取した組織を直ちにZamboni液を用いて4。C
24時間固定し，30％sucrose／PBS（phosphate　buf－
f red　saline）で2日間洗浄した後，　OCT　compound
に包埋し，液体窒素中で急速凍結した．その後，
cryostatを用い厚さ8μmの凍結切片を作製した．
　1．VIPRIの局在
　1．免疫組織染色法
　凍結切片を0．3％過酸化水素加メタノールにて内
因性ペルオキシダーゼを不活化し，さらに正常ヤギ
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血清を用い非特異的反応を阻止した．PBSで洗浄
後，一次抗体として抗VIPR1抗体6）（rabbit　poly－
clonal　anti－VIPRI　serum　1：1，000）を4。Cでover－
night反応させた．　PBSで洗浄後，ビオチン化二次
抗体（goat　anti－rabbit　lgG，　vectastain，　usA）を室温
で30分間反応させPBSで洗浄した．抗体の検出に
はアビジンビオチン化ペルオキシダーゼ複合体法
（ABC法）　（Vectastain　ABC　Kit，　Vector　Laboratories，
U．SA．）にて室温で30分間反応させ，3，3－diamino－
benzidine　（DAB）　（DAB　Substrate　kit，　Vector　Labora－
tories，　U．SA）で発色させた．対比核染色はmethyl
greenで行った．なお，免疫染色の対照試験および一
次抗体の対応特異抗原による吸収試験は，いずれも
陰性であった．染色結果の判定は，細胞膜または細
胞質が茶褐色に染色されたものを陽性細胞とした．
　2．二重染色法
　凍結切片を一次抗体として抗マクロファージ抗体
（CD681mouse　monoclonal　antibodies　I　B］NZLA　Bio－
medicals　Ltd．）を用い，　ABC法にて免疫組織染色を
行い，DABで発色した．続いて0．1Mグリシン塩
酸緩衝液（pH　2．2）中で2時間可燃洗浄し，　PBSで
洗浄後，一次抗体として抗VIPR1抗体6）（rabbit
polyclonal　anti－VIPRl　serum　1：1，000）を用い，再
度ABC法にて免疫組織染色を行った．二回目の発
’色には3－amino－9－ethylcarbazole（AEC）（AEC　Sub－
strate　kit，　Vector　Laboratories，　U．SA）を用いた．
　3．免疫電顕法
　凍結切片を一次抗体として抗VIPR1抗体6）（rab－
bit　polyclonal　anti－VIPRI　serum　1：1，000）で反応さ
せ，上記の方法と同様にABC法にて免疫組織染色
を行い，DABにて発色した．続いて，2．5％グルタ
ールアルデヒドで30分間固定し，1％オスミウム
（OsO4）にて30分間後固定し，エタノール系列に
より脱水後Quetol　651（Nissin　EM，　Tokyo，　Japan）
にて包埋した．その後，ウルトラミクロトームにて
押倒切片を作製し，透過型電子顕微鏡（JEOL　100
CXII）にて観察した．
　II．　VIPRIの発現
　UC大腸粘膜におけるVIPR1陽性細胞数を，光顕
にて200倍での1視野あたりの陽性細胞数をカウン
トし，一標本あたり2～3視野の平均を算出した．
また，平均VIPR1陽性細胞数はmean±SDで表し，
以下の項目について検討した．
　1．病期とVIPRI陽性細胞
　病期を内視鏡的所見および臨床症状により活動期
群16検体と緩解期群4検体に分け比較した．
　2．罹患範囲とVIPRI陽性細胞
　活動期群を罹患範囲別に直腸炎型8検体，左側結
腸炎型4検体，全結腸炎型4検体に分け比較した．
　3．組織学的活動度とVIPRI陽性細胞
　活動期群の組織学的活動度を炎症細胞浸潤の程度
により，軽度なものをmild　active　2検体，中等度な
ものをmoder te　active　4検体，高度なものをsevere
active！0検体に分け比較した．
　有意差検定にはMann－Whitney’s　U　testを用い危
険率5％（p＜0．05）をもって有意差ありとした．
結 果
　1．VIPRIの局在
　1．免疫組織染色法
　活動期UCでは，　VIPR1陽性細胞は粘膜固有層内
の血管内や血管周囲で炎症細胞浸潤の目立つ粘膜問
質において広範囲に多数認められた（Fig．1a）．緩
解期UCでは，粘膜固有層内においてわずかに散見
された（Fig．1b）．また，健：常対照群ではみられな
かった（Fig．1c）．
　2．二重染色法
　二重染色法による検討は，CD68をDABで茶褐
色に発色し，VIPR1をAECで赤色に発色した．活
動期UC大腸粘膜固有層に多数存在するVIPR1陽
性細胞の多くがCD68にも陽性となり黒褐色に重染
され，VIPR1陽性細胞は主にマクロファージである
と考えられた（Fig．2）．
　3．免疫電顕法
　抗VIPR1抗体に反応したDABの粒子は，黒色の
高電子密度物質としてマクロファージの細胞膜およ
び細胞質内に認められた（Fig．3a）．また，一部の
好中球にもDABの粒子がみられた（Fig．3b）．
　II．　VIPRIの発現
　1．病期とVIPRI陽性細胞
　活動期群，緩解期群におけるVIPR1陽性細胞数
は，それぞれ48．6±14．2／1F，17．3±8．2／1Fで，緩
解期に比べ活動期で有意に増加していた（p＜0．01）
（Fig．　4）．
　2．罹患範囲とVIPRl陽性細胞
　直腸炎型，左側結腸炎型，全結腸炎型における
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Immunohistochemical　staining　of　VIPRI　positive
cells　in　the　lamina　propria．　（a）　control　（×　25）．　（b）
remission　phase　of　UC　（×　50）．　（c）　active　phase　of
UC　（×　50）．
Fig．　2　Double　immunohistochemical　staining　for　VIPRI
　　　and　CD68　in　the　lamina　propria　of　active　phase　of
　　　UC　（×　125）．
VIPR1陽性細胞数は，それぞれ42．0±13．7／1F，
53．6±15．1／1F，56．6±7．1／1Fで，罹患範囲が広い
ほど増加する傾向にあったが，有意差はなかった
（Fig．　5）．
　3．組織学的活動度とVIPRI陽性細胞
　mild　active，　moderate　active，　severe　activeにお
けるVIPR1陽性細胞数は，それぞれ43．5±31．1／1F，
39．4±8．6／1F，53．3±11．7／1Fと，　mild　activeおよ
びmoderate　activeに比べsevere　activeで増加して
いたが，有意差はなかった（Fig．6）．
考 察
　消化管壁内には，多くの神経細胞体や神経線維が
豊富に存在し，交感神経，副交感神経が互いに結び
つき複雑なネットワークを形成している．これらの
神経系は中枢神経系から制御されると同時にそれ自
体が自律的にさまざまな情報を交換し機能をコント
ロールしていると考えられている7）．ニューロペプ
チドは，これらの神経伝達物質として働いており，
腸管に最も多く存在するものがVIPである．
　VIPは，1974年Saidらがブタの小腸から単離し
た分子量3，381で，28個のアミノ酸からなるニュー
ロペプチドであり，中枢神経系や腸管神経組織に広
く分布しbrain－gut　peptideとも呼ばれている8）．
VIPは神経伝達物質として腸管の生理機能を調節し
ており，その主な作用は，血管拡張作用，固有筋層
などの平滑筋弛緩作用，酸分泌抑制作用などであ
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Fig．　3　lmmuno－electron　microscopy　of　VIPRI－immunoreactivity　in　infiltrating　cells　in　the　lamina　propria　of　active　phase
　　　of　UC．　（a）　Macrophages　（×　8，500）．　（b）　Neutrophils　（×　10，500）．
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Fig．　4　Correlation　between　number　of　VIPRI　positive
　　　cells　in　the　lamina　propria　in　active　and　remission
　　　phases　of　UC．
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Fig．　6　Correla on　between　number　of　VIPRI　positive
　　　cells　and　histological　activity　of　patients　with
　　　active　phase　of　UC　．
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Fig．　5
　proctitis　left－sided　colitis　total　colitis
　（n－8）　（n－4）　（n－4）
Correlation　between　number　of　VIPRI　positive
cells　and　extent　of　the　lesion　of　patients　with　active
phase　of　UC　．
る9）．また，VIPは腸管の局所免疫機能や炎症反応
をも修飾していると考えられている！0）．
　一方，UCは原因不明の難治性の慢性炎症性腸疾
患で，腸管粘膜局所における免疫応答の制御機構の
破錠が原因とされている11）．また，ストレスなどの
精神神経的要因がその発症や炎症の緩解，増悪に影
響していることより，ニューロペプチドの関与が示
唆され，神経内分泌系と腸管局所免疫系が互いに影
響しあっていると考えられているが1），そのメカニ
ズムは明かにされていない．筆者らは以前，水浸拘
束ストレスを負荷したラット大腸粘膜においてVIP
含有神経線維が減少していることを報告してき
た！2）．これまでUCにおけるVIP含有神経に関する
報告はさまざまで必ずしも一致していない2～5＞．
Kubotaらは13），　UC大腸粘膜でVIP含有神経線維
の長さは著明に減少しており，これがリンパ球の粘
膜固有層および粘膜下層への浸潤を助長し，UCの
病態形成や遷延化を引き起こす可能性があることを
指摘している．
　ニューロペプチドは，細胞膜に存在するレセプタ
ーを介してその作用を発揮するといわれている．二
（4）
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ユーロペプチドに対するレセプターは，その構造的
特徴と共範する細胞内情報伝達系の観点から，G蛋
白質共範型レセプターおよびイオンチャンネル内臓
型レセプターに大別される14｝．VIPR1は，　G蛋白質
共範型レセプターで，アミノ酸配列中に膜貫通領域
を構成する7ヵ所の疎水性の高い領域があり，G蛋
白質と機軸的に共糊して，アデニル酸シクラーゼや
ホスホリパ川劇Cなどのセカンドメッセンジャー
生成に関与する酵素活性などを調節して，細胞外情
報を細胞内に伝達すると考えられている．また，
VIPRには親和性の違いにより低親和性と高親和性
の2種類あり，主に高親和レセプターを介して免疫
調節を行っていると考えられている15・16）．筆者らは，
高親和性の抗VIPR1抗体6）を用いて免疫組織学的
に検討した．VIPR1陽性細胞は，対照群では認めら
れなかったが活動期UCにおいて病変の主座である
粘膜固有層内の血管内や血管周囲で炎症細胞浸潤の
目立つ粘膜問質に多数認められ，緩解期UCでも粘
膜固有層内に散見されたことより，VIPがUC病変
部大腸粘膜における血行動態や炎症免疫反応の修
飾に関与していると考えられた．そこで，VIPの
UC大腸粘膜における炎症免疫反応の修飾の作用機
序を明かにするため，VIPR1陽性細胞を同定した．
二重染色法による検討では，VIPR1陽性細胞の多く
は抗マクロファージ抗体であるCD　68にも陽性で
あった．また，免疫電顕による検討では，VIPR1抗
体に反応したDABの粒子がマクロファージの細胞
膜および細胞質内にみられ，一部の好中球にもみら
れた．以上より，VIPR！陽性細胞は主にマクロファ
ージであることが明らかになった．Ichikawaらも17）
dextran　sulfate　sodium（DSS）誘発モルモット大腸
炎モデル大腸粘膜においてVIPR1が多数出現して
おり，VIPR1のmRNAおよび蛋白がマクロファー
ジに認められたと報告している．マクロファージは
主要な食細胞で，病原微生物をはじめ生体内外の異
物を貧食し細胞内のりソゾームで消化して，特定の
抗原をMHC　class　II抗原とともに細胞膜表面に発
現し，CD4＋T細胞に抗原提示しT細胞を活性化す
る．さらに，これらの過程においてIL1，　IL－6，
TNFα，　IFNγなどのサイトカインを産生して炎症
免疫反応を制御すると考えられている18）．Malizia
らは19），UC大腸粘膜で増加していたマクロファー
ジの多くはICAM－1およびHLA－DR抗原陽性で活
性化された状態にあると報告している．また，in
vitroの研究においてVIPR1はリガンドと結合する
と細胞内のcAMPの濃度を増加することによりこ
れらの活性化したマクロファージの走化性や貧食能
などに対して抑制的に働くとされている20・21）．これ
らのことよりVIPは，　UC病変部大腸粘膜に浸潤し
たVIPR1陽性マクロファージに作用して走化性や
貧食置などを抑制することにより，T細胞の活性化
やサイトカインの産生を抑制し，抗原提示レベルで
炎症免疫反応の修飾に関与していることが推測され
る．
　筆者らの病期とVIPR1陽性細胞の発現の検討で
は，活動期群で緩解期群に比べ有意にその数が増加
していた．また，活動期UC群における罹患範囲お
よび組織学的活動度との検討では，広い罹患範囲お
よび強い組織学的活動度で増加していたが，有意差
はなかった．これらの結果は，UCの病態なかでも
病期にVIPR1が関与していることが示唆される．
レセプターはそのリガンドの放出が長期間低下する
ことによりup－regulationされ増加すると考えられ
ており，活動期UCでのVIPR1の著明な増加は，
リガンドであるylPの放出が長期間低下した状態
にあると推測される．即ち，活動期UC大腸粘膜に
VIPR1が発現していても，　VIPによる炎症免疫反応
の修飾がされず炎症が進展，持続されると考えられ
た．
　以上のことより，VIPR1はUCの病態形成や増悪
の一因として大腸粘膜における免疫応答に重要な役
割を果たしていることが示唆された．今後，VIPR1
の機能や役割の研究によりVIPR1を標的とする治
療法の開発が期待される．
結 語
　UC大腸粘膜における，　VIPR1の局在と発現につ
いて免疫組織化学的検：討を行った．
　1．VIPR1陽性細胞は，活動期UCでは粘膜固有
層内の血管内や血管周囲で炎症細胞浸潤の目立つ粘
膜問質に多数認められたが，緩解期UCでは粘膜固
有層内にわずかに散見された．一一方，健常対照群で
はVIPR1陽性細胞は認められなかった．
　2．UC大腸粘膜に発現していたVIPR1陽1生細胞
は，二重染色および免疫電顕の結果より，主にマク
ロファージであることが明らかになった．
　3．VIPR1陽性細胞数は緩解期に比べ活動期で有
意に増加していた．また，罹患範囲が広いほど増加
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する傾向にあり，組織学的活動度はmild　activeお
よびmoderate　activeに比べsevere　activeで増加し
ていることより，VIPR1はUCの病態形成や増悪の
一因として大腸粘膜における免疫応答に重要な役割
を果たしていることが示唆された．
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Imunohistochemical　localization　and　expression　of　the　vasoactive
　　　　　　　　　　intestinal　peptide　receptor　1　in　ulcerative　colitis
Hideaki　MIYAZAWA，　Taisei　SIRATORI，　Masaaki　MIYAOKA
The　Fourth　Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Toshihiko　SAITO）
　　Localization　and　expression　of　the　vasoactive　intestinal　peptide　receptor　subtype　1　（VIPRI）　was
investigated　in　20　patients　with　ulcerative　colitis　（UC）　using　an　immunohistochemical　technique．　VIPRI－
positive　cells　were　not　found　in　the　healthy　control　group，　but　many　were　detected　in　the　lamina
propria　of　patients　in　the　active　phase　of　UC，　especially　in　blood　vessels　and　stroma，　with　many　inflam－
matory　cells　around　the　blood　vessels．　However，　in　the　remission　phase　of　UC，　only　some　VIPRI－posi－
tive　cells　were　found　in　the　lamina　propria．　VIPRI－positive　cells　found　in　the　colonic　mucosa　of　UC
patients　were　mainly　macrophages．　VIPRI－positive　cells　were　increased　significantly　in　the　active　phase
of　UC，　compared　with　during　the　remission　phase　of　UC．　VIPRI－positive　cells　increased　in　proportion
to　the　range　of　lesions　and　histological　activity，　but　the　relationship　was　not　significant．　These　findings
suggest　that　VIPRI　may　play　a　important　role　in　the　regulation　of　the　mucosal　immune　response　as
factors　behind　the　pathogenesis　of　UC　and　its　exacerbation．
〈Key　words＞　Ulcerative　colitis，　VIP　receptor　1，　lmunohistochemistry，　Macrophages
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